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orCharakterizace lipidri v biologic\ich vzorcích s využitím kapalinové
chromatografie a hmotnostní spektrometrie,o

Autorka se ve své disertační práci věnuje studiu lipidri s využitím moderních analyic$ ch
metod. ZvoIené téma je pro moderní lipidomiku aktualní. V práci se zabyvá trámi
metodick; mi postupy, které vyrržívají hmotnostní spektrometrii (Ms). První dva postupy
vyllžívají kapalinou chromatografii (LC) k separaci jednotlivych lipidťr až na urovéri
jednotliv ch molekul, t etí postup vy,:žíváp ímou analyzubezLC,tzv. shotgun metoda.

První metoda vyvžívá 2D-LC Separace. V prvním rozměru jsou lipidy rozděleny na teverzní
flízi (RP) dle povahy hydrofobní části molekuly a následně jsou koelující lipidy děleny na
HILIC koloně podle povahy hydroťrlní části separovanych lipidri. Tento p ístup je
komplexnější neŽ prostá jednorozměrná separace a umož uje lepší a detailnějši rozdBleni
studovanych lipid . Další p ínos je v optimalizaci metody s ohledem na robustnost, coŽ není
riplně běž\é a o to více je prezentovaná metoda cennější.

Druhá metoda využívájednorozměrnou RP-LC separaci. Autorka si stanovila za cilposoudit
retenění chování lipidri na tomto typu kolon. V1 sledkem je popis závis1osti t* na počtu uhlík
a dvojn; ch vazeb v uhlíkaQch etězcíchlipid . Autorka dospěla kzávěru,že retenční chovrínílipid lze s vysokou mírou p esnosti (chyba do 5-ti %) predikovat a vyvžít kjejich
identifikací v neznétmych směsích. Tento poznatek má vyznamrty dopad nu *ruiyru
neznémych směsí lipid v rťunych biologick;ch materiálech a zvyšuje tak 3i'tot ' 

j.ji"h
identifikace. Kombinace t*, p esné hodnoty mlz změ ené s vysok1 m rozlišením, nább v
kombinaci s tandemovou MS umoŽriuje analyzovat složité biologické vzorky. P ínos tohoto
vyzkumu je mnohdy podce ovián, a o to více jsou jeho v sledky driležité.

T etí metodick p ístup byl založen na princípu av. shotgun analyzy, jejíž vyhodou je
zejménajednoduchost. Vzorky jsou do hmotnostního spektrometru dopravou,loy uuc primou
ínfuzí ze s íkačky s regulací rychlosti prutoku, nebo injekcí optimálního množství vzorku do
toku mobilnífaze. Autorka zvolila druhou variantu avyužila tento postup ke kvantitativní
analyze lipidních extrakt lidsk ch plic z&avych jedincri a pacient s nemďobuněčn;m
karcinomem plic. Vzhledem k incidenci a medicínské záNažnosti nemalobuněčného
karcinomu plic je i toto zkoumané téma velmi p ínosné. Autorka podrobila změ ená data
vhodně zvolené statistické analyze, což jí umožnilo nalézt rozdíly .ro tipia''i"t' spektrech u
zdravych a nemocnych. Tákovéto ana|yzy jsou zríkladem p i hledrání biomarkeru pro
následnou diagnostiku onemocnění.

Autorka vypracovávala svoji disertační práci na pracovišti, které je zamě eno na lipidomickou
analyzu a má za sebou bohatou publikační činnost v této oblasti. Pracoviště je též vybaveno
moderními p ístroji. Tyto skutečnosti byly pro zvolené témaprérce klíčové uje rnich patrné,
žebyly vytlžity p edchozí zkušenosti |mu jejího školitele prof. Ing. Michala uoleapkajrh.o.



Autorka uvádí jako podklad své vědecké činnosti članky publikované v mezinarodních
impaktovaných časopisech, kdy v jedné publikaci je první autorkou a ve dvou publikacích je
součástí kolektivu autorů. Další tři članky jsou připravoviíny k publikaci. Dďšími jejími
odbomými aktivitami je jedna publikace v nrírodním časopise, přednášky a postery na
mezinrárodních a niírodních konferencích. Vědecká činnost doktorandky je ruznorodá a plně v
souladu spředpoklady pro postgraduální studium a přistoupení kobhajobě závěrečné práce.
Práce splňuje veškeré standardy odborné práce a doktorandka prokazďa svoji způsobilost pro
samo statnou vědeckou činnost.

Bez ohledu na nespornou kvalitu a přínos disertační práce mrám k práci několik připomínek a
dotazi.

Nejzávažnější zpřeklepů je na s.67, odst. 1, ř. II-I2 a20-22. V řádku ll-Izjsou špatně
uvedeny rozměry ZD-LC, protože první rozměr separace je prováděn na RP. Na řádcích 20-22
je uvedena nejprve HILIC sepaÍace místo RP, o které se zde mluví. Následně je uvedena
stejná kombinace HILIC-RP.

ostatní překlepy:
s.26,ř.6 - deprivatizace místo derivatizace
s. 38, odst. 2,Í.2 _ má tam bý vybočuje
s. 46, odst. 2, Í. 3 _mitochondrií
s. 49, odst. l,Í. 14 _ je tam SE a mělo by tam bý CE
s. 57, odst. 2,Í.2 _ místo plazmatammábýplazmy

V někte4ých častech textu teoretického úvodu jsou asi ve dvou pasážích nepřesné formulace,
které ovšem nijak nesnižují kvalitu práce. Jedná se o biochemické vztahy, např. cholin není
přímo neurotransmiter, ale je prekurzorem neurotransmiteru acetylcholinu. V pasáňípopisující
tandemovou MS by mohla byt detailněji vysvětlena kolizní cela spolu s principem kolizně
indukované fragmentace iontů. Zk'ratky q a Q by měly byt vtextu vysvětleny (např. s. 31,
odst. 2, t. 4). Yzltledem k obsahlosti prárce by bylo vhodné popsat fragmenty pouŽívané při
MSA{S analýze a ne porlze zmínku v tabulce Pl, která je uvedena zejména kvůli použitým
vnitřním standardům.

Co ovšem povďuji po formální a věcné stránce za nedostatek práce, je poěet a vyběr citací
v teoretické části. Pasáže,které zabývají se chromatograťtí,jsou podpoŤeny pŤeváňně citacemi
od autorů zUníverzity Pardubice (UPCo), pracemi Doc. Lucie Novákové a polJze jednou
zahrariěru publikací. oddílhmotnostní spektrometrie cifuje zejména 1 práci školitele autorky
a další 2 citace jsou webové striínky (stranky školitele a zahrartiční lipidomický web).
Bohužel nejde o přímé odkazy k tématu a čtenař je tak nucen případné informace dohledat.
Sekce zabyva1íci se lipidy je též z hlediska citací velmi chudá a je založena pŤeváňně na
citoviání Harperovy biochemie. Dále citace 10 na s. 39, ods. 2 je špatně umístěna. Y pasáži
týkající se iontové mobility cituje jako zdroj strrínky www.cancer.org, kde i po zadiíní ion
mobility nej de dohledat relevantní informace.

Na s. 40, odst. 2 obsahuje poslední řádek informaci o roli lipidů při nekróze, coŽ mi není
námo. Možná autorka myslela, že lipidy jsou významné sloŽky plátů ucpávajících cévy, což
vede k zttátě zásobení okolní tkíně a její nekróze.

Přes výše uvedené připomínky je teoretický úvod správný bez ohledu na možnou slabší práci
se zdroji.
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P ipomínky tykající se q sledkri a diskuse:

s. 40, odst. 2, . 12 _ glykosfingolipidy není sprármě, protoŽe sfingomyelin nemá cukemou
složku stejně jako ceramid, tal<že správně je - sťrngolipidy

s. 69' odst. I, . 9 _ sfingolipidy (SP) neobsahují dvě mastrré kyseliny, ďe pouze jednu, druh)i
uhlíkat}i etězecje ze sfingoidní béne (aminoalkoho1).

Metodická část a posléze i diskuse obsahuje citace prací, které jsou v seznamu literatury
oznaěeny jako vp ípravě pro publikaci _ citace 37,l03 a publikaci 100. Pnmí dvě zmíněné
jsou citovány v souvislosti s metodichmi postupy a jejich validací. Sprámost postupri a
validaci nelze ově it, neboť članky nejsou zatím publikovány a bylo by vhodné jen v krátkosti
popsat klíčové informace z těchto textu. Podobná situace se opakuje ve vysledcích a diskusi.

V metodické části též chybí ridaj o objemu směsí chloroform:2-propanol, ve kterych byly
extrakty resuspendovany. ČtenálÍ tudíž nemá informaci, jaké množství extraktu je násleáně
analyzováno.

K práci miím následující dotazy;

Autorka z:tolíIa k p ípravě vzork modifikovanou metodu extrakce dle Folche. Modifikace
spočívá vkratší době extrakce a zjednodušené p ípravě vzorku p ed extrakcí. Takto
zjednodušená metoda v kombinaci s následn; mi v; sledky vyžaduje zodpovězení několika
dotazi.

1. Jsou extrahována docela velká množství materiálu, která by měla umožnit analyzovati
lipidy' které se dle autorky v ana|yzovaném materiálu nevyskytují. Podíváme-li se do
tabulky 5, P3 a P4, tak zjistíme, že autorka uvádí, že v lidské moči, krevní planně a
lidsk ch erytrocyteh neviděla jiné sfingolipidy než sfingomyelin. Proč v těchto
materiálech nebyly použi|imi metodami identifikovány i jiné sfingolipidy kromě
sfingomyelinu, nap . ceramid' ceramid mono- a di- hexosid a sulfatid? Lze to chápat
jako jisté omezení pouŽité metody? Proč tabulka Pl0 shrnující v sledky analyzy plicní
tkáně ukazuje očekávané spekÍrum sfingolipidri včetně q še uveden; ch?

2. V mozku prasete domácího by mezi sfingolipidy měly b t q znamně zastoupeny i
gangliosidy. Byly i tyto lipidy součástí analyzovanych lipidri, nebo je autorka
neanalyzoval

3. Porovnávala autorka lipidy na]ezené v biologic\ ch materiálech s nálezy v jin ch
publikovan; ch pracích? V práci je porovnání s pracemi 6, 45, t04 a 105, coŽ jsou
práce publikované |mem prof. M. Holčapka. Zkoušela autorka korelaci v sledkri
s vysledky jin ch skupin zejména zahraničních? Porovnďa autorka v sledky analyzy
zdravé a nádorové plicní tkáně, nap . s prácemi Z.Takatse?

4. Autorka kanalyze využívala pouze spodní organickou fazi a na jednom místě práce
uváďí moŽnost analyzy i vodné frakce. Plrínuje autorka v budoucnu analyzovat i horní
vodnou fazi? Myslí si autork4 žeby se v této fazi mohly vyskytovat lipidy vyznamné
pro ešenou problematiku ana|yzy nádorové tkáně?



5. NeuvaŽovala autorka o využttí postupu tzv. dilute and shoot, který je asi nejrychlejším
moŽr;im postupem často diskutovaným v klinické praxi.

6. V práci je popisováno složení mastqých kyselin v jednotliqých tffdách lipidů. Jedná se
téměř výhradně o non-hydroxy mastné kyseliny. Zejménau sfingolipidů jsou ovšem hydroxy-
mastrré kyseliny vjejich molekulách hojně zastoupeny. Pokud ano, což autorka uvádí
v tabulce Pl0. Bylo zajímavé posoudit, jak mohou hydroxy- skupiny těchto mastn:ých kyselin
ovlivnit retenění chování lipidů. Pozorovala autorka jejich vliv na t*?

7. Jedním zlúavních přínosů prérce je použití t* jako dalšího identifikačního parametru

zejména v neznátmých směsích lipidů. Predikce t* s chybou do 5-ti oÁ spolu s ostatními
měřen1ými parametry je doporučený postup pro identifikaci neznámých lipidů ve směsích. Do
jaké míry je tento parametr stabilď a přenositelný i pro predikci v jiných eluěních směsích a
na jiných RP kolonách?

8. Je přesnost měření mlz s chybou do 5-ti ppm dostatečná pro identifikací lipidů na zákJadě
jejichm/z?

9.Uvažovala autorka někdy o vytržití iontové mobility jako separační a identifikační metody
lipidů?

Závěr:

I přes některé nedostatky hodnotím práci jako aktuální a řešící dtúožitá témata lipidomické
anaLýzy využívající hmotnostní spektrometrii v kombinaci s kapalinovou chromatografií a
mnohé jeji závěry za vysoce přínosné. Práci doktorandky Ing. Magdaleny Ovčačíkové
doporučuji připustit kobhajobě. Předložená diserzační práce splňuje požadavky kladené
na práce obdobného typu a mnohé z qýsledků jíž byly publikovany v impaktovaných
zahraničních časopisech.

Doporuču ji téň, aby byl na základě úspěšné obhajoby předložené práce Ing. Magdaléně
Ovčačíkové udělen titul Ph.D. v oboru Analyticlcá chemie.

V Praze 29.9.2076

Li ll
/nrrvt^/Ú\ft*
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ry*/r Ladislav Kucha , Ph.D.
tJstav dědičnych metabolick;ich poruch
1. léka ská fakulta, IJniverzita Karlova
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Charakterizace lipid v biologick' ch vzorcích s využitím kapalinové chromatografie a hmotnostní

spektrometrie

Rozsah práce

P edložená disertační práce je vypracována v širokém pojetí a skládá se tedy z tivodu, teoretické části,

experimentální části, části v' sledk spojen' ch s diskuzí, závěru, p ehledu literatury a p íloh.

P edkladatelka je první autorkou jedné publikace uve ejněné v časopise Journal of Chromatography A a

jedné publikace v Chemick' ch listech, spoluautorkou na dalších 2 článcích, p ičemž podíl lng. ovčačíkové na

v' sledcích v jednotlivr ch publikacích je odvoditeln' z obsahu disertační práce. Mírnl m nedostatkem je

nejasnost, která data již byla publikována a které články slouží jako podklad práce.

Celá práce je psána česky, anotace pakv angličtině. Úprava práce plně vyhovuje obecn' m formálním

požadavkrim kladen' m na disertační práci.

Cíle

Hlavním cílem práce byla charakterizace lipid v biologick' ch vzorcích. Za tímto čelem p edkladatelka

optimalizovala extrakční proces lipidri, používala Gc-Ms a shotgun MS, navrhovala a optimalizovala 2D Lc-

MS a UHPLC-MS metody, které následně aplikovala na testovacíi klinické vzorky.

Teoretická část

Teoretická část je napsaná čtivě a věnuje se jak instrumentaci tak i klasifikaci lipidri. Mírn' m nedostatkem je

absence teorie LC separací vzhledem k tomu, že se práce zabyvá v'ivojem 2D-Lc metody. Popis biologick' ch

témat je místy až p íliš zjednodušen, čímž hraničí s již nesprávnl m vr kladem - nap . strana 40 ,,Ve formě

tuku a oleje jsou lipidy skladovány v adipocytech, kde jsou uloženy jako forma energie a kde sloužítaké jako

tepeln' izolant někter' ch orgánri a podkoží. Další zp sob skladování lipid v organismu je ve formě

lipidov' ch kapiček, které obsahují zejména TAG a steryl estery."

Experimentální část

Experimentálníčásti témě neníco vytknout. Vzhledem k drjležitosti statistického zpracovánídat z klinického

materiálu by bylo vhodné více rozvést vyhodnocovánív' stup vícerozměrn' ch metod. Z praktick' ch věcí by

mne zajímalo, jak bylo provedeno spojení UPLC kolon do série a jaká byla stabilita signálu v shotgun metodě

p iprritoku3ul/min.

VÝsledkv a diskuze

V' sledky jsou prezentovány jasně a srozumitelně a z velké části odrážejíjiž publikované články. Naopak

postrádám diskuzi ve smyslu zobecnění poznatk , návrh ešení problematick' ch bodri či možnosti uplatnění

v' sledkri v klinické praxi.



Prvním cílem práce byla "optimalizace postupu extrakce lipidů z tělních tekutin a tkání". V experimentální

částije podrobně popsán protokol extrakcí, ve výsledkové částije již jen stručně uvedeno, jaké podmínky

byly vyhodnoceny jako optimální, ale není uveden postup, jak k tomuto závěru předkladatelka dospěla. Bylo

by vhodné minimálně oddiskutovat negativní či pozitivnívlivy testovaných proměnných - teploty, objemu,

délky extrakce, a dalších.

Vývoj komprehensivnídvourozměrné LC/ESl-MS metody byl doveden do stavu, kdy byly otestovány základní

varianty zapojeníaparatury, optimální kombinace kolon, mobilní fáze a detekce. Bylo konstatováno, že

metodika má výrazné limitace, hlavně vzhledem k optimalizované RP-UHPLc/Esl-Ms metodě. Celý projekt

byl publikován v roce 2015 v časopise Analytical and Bioanalytical Chemistry. Není ale jasné, zda v'ývoj

metody pokračoval, nebo bude dále pokračovat, a nebo zda je závěrem negativní hodnocení2D Lc-Ms

přístupu v lipidomice.

Přistudiu retenčního chování lipidů metodou RP-UHPLC-MS byla získána velmi zajímavá a důležitá data,

která byla dále zpracována do polynomických regresí retenčních časů. Tyto informace budou jistě velmi

dobře využitelné při vylepšování metod typu UHPSFC-MS a bylijiž publikované v časopise Journal of

Chromatography A. Vzhledem k velmi komplexníseparaci lipidů by mne zajímalo, jaký má tato metoda

potenciál pro nacházenínových molekul- například estolidů triacylglycerolů (Mclean S, Davies NW, Nichols

DS, Mcleod BJ. Triacylglycerol estolides, a ne\ / class of mammalian lipids, in the paracloacal gland of the

brushtail possum (Trichosurus vulpecula). Lipids. 2015 Jun;50(6):591-60a. doi: 10.1007 /sL7745-015-4025-9)

Předkladatelka využila též pečlivě validovanou metodu shotgun MS k analýze klinict<ýcrr vzorků

malobuněčného plicního karcinomu. Srovnáním nádorové a nenádorové tkáně byly identifikovány skupiny

lipidů, které měly největší podíl na rozdělenívzorků podle typu tkáně, což je velice progresivní přístup

s vysokým potenciálem aplikovatelnosti. Jelikož vstupnídefinice pro PCA analýzu (zdravá-nezdravá tkáň)je

založena na empirii chirurga, bylo by vhodné zohlednit i individuální kompozici lipidů každého pacienta tak,

aby se projevila i vazba mezi párově odebranými vzorky. Nádorové tkáně byly hodnoceny dle mezinárodní

stupnice závažnosti, avšak tato ínformace nebyla pro vyhodnocení využita. Změnila by se skupina markerů,

pokud by se zohlednily výše zmíněné parametry? Práci by velice prospělo, kdyby byla tato část dovedena do

stádia publikace již před sepisováním.

Závěr:

Předložená práce řešíaktuální problematiku z oblasti lipidomiky. Studie byly provedeny na pracovišti

Univerzity Pardubice, které se dané problematice věnuje dlouhodobě a na vysoké úrovni, s čímž souvisí i

použité metody, které jsou na špičkové úrovni a odpovídajísoučasným trendům v dané oblastivýzkumu. Cíle

práce byly splněny, zahrnuté publikace, komentáře a výsledky dokazují, že předkladatelka je seznámena s

problematikou v dané oblasti a je schopna rozvíjet vědecké přístupy analytické chemie. Disertační práci

doporučuji přijmout k obhajobě.

V P raze dne 28. zá í 2oL6

RNDr. Ond ej Kuda, PhD
Fyziologick,i tistav AV ČR V.V.i.

oddělení biologie tukové tkáně
Víde ská L083
L42 20 Praha 4
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Charakterizace lipidri v biologickrich vzorcích s využitím kapalinové chromatografie a

h motnostn í spektrometrie

lng. Magdaléna ovčačíková se ve své disertační práci věnovala v voji chromatografick ch a
hmotnostně spektrometrick ch metod a jejich aplikacím pro anal zu lipidri. Práce navazuje na

p edchozí systematick' v' zkum na pracovišti školitele a p ináší nové metodické postupy a

v' sledky. Anal za lipidri je velmi aktuální téma, a to zejména V kontextu biologick ch věd a

medicíny, neboť lipidomické p ístupy umož ujíodhalovat klíčové role lipidťr v patogenezi ady
onemocnění. Disertační práce lng. Magdalény ovčačíkové je tedy v širším kontextu
p íspěvkem ke studiu lipidti v biologick' ch systémech, zejména u člověka.

Klasicky členěná disertační práce má 16L stran včetně p íloh a cituje 116 odborn' ch
prací. Cíle práce zahrnují optimalizaci p ípravy vzork , v voj analytickrich metod a jejich

aplikace. Úvodní kapitoly disertační práce jsou sepsány s velkou pečlivostí a podávají detailní
p ehled o základech použit ch technik, lipidech a jejich anal ze. P estože jsou rlvodníkapitoly
zpracovány p ehledně a čtivě, jejich rozsah považuji za zbytečně dlouh' . Řadu informací o
metodách lze považovat za všeobecně známé, vhodné spíše pro učební texty. Není z ejmé,

proč jsou diskutovány techniky, které v práci nebyly použity, nap . ionizační zdroj pro APPI,

orbitrap či iontová mobilitní spektrometrie. Experimentální část je sepsána standardním
zprisobem dle zvyklostí v oboru' V, sledky práce jsou pak p edstaveny a diskutovány na 24

stranách textu doplněného tabulkami, obrázky a grafy. Z možná až p íliš stručné diskuse

v kapitole o profilování mastnrich kyselin nevypl'vá r]čeltěchto experiment - neníjasné, zda

bylo cílem optimalizovat metodiku GC/MS, či ji použít na anal1izu vybran1ich vzorkrj. Naopak

d vody pro v voj komprehensivní dvourozměrné chromatografie a reverzní chromatografie
pro velmi činnou separaci lipid jsou z ejmé a v' sledky získané pomocí těchto metod jsou

zajímavé. Uchazečka dob e zvládla náročnou optimalizaci těchto separačních systémri'

Poslední část této kapitoly je věnována tzv. ,,shotgun" metodě anal zy lipidomu, kterou

uchazečka validovala a vyuŽila pro porovnání lipidového složení nádorové a zdravé tkáně.

Všechny získané v' sledky jsou pak stručně shrnuty a zhodnoceny V závěrečné kapitole. Po

formální stránce je práce kvalitní, s minimem p eklep a chyb.

K disertačnípráci mám tvto poznámkv a dotazv:

1/ P estože je práce psaná velmi srozumitelně a odborně správně, nalezl jsem několik

drobnrich nep esností: str. 36: dovolil bych si pochybovat o tvrzení, že iontová past je dnes

nejčastěji užívan' m hmotnostním analyzátorem; str. 38: mě ícícela lCR u současn ch p ístrojrl



není krychlová; ke stlačování iontů u orbitrapu nedochází v analyzátoru, ale v tzv. C-pasti

(zakřivená lineární past); str. 40, 4]-: cis-trans izomerie neníkonformační izomerie.

2/ V Tab' 4 jsou uvedeny relativní koncentrace FA. 'Jakým způsobem byla provedena

kvantifikace? Prosím o komentář k zjištěným FA a jejich koncentracím, např. proč se v moči

vyskytuje FA 22:L(I3Z) ve velké koncentraci, zatímco v ostatních měřených vzorcích nebyla

tato mastná kyselina detegována?

3/ V prvním rozměru 2D chromatografie (RP) se dle očekávání objevují nepolární látky, jako

jsou TG a CE na samém konci chromatogramu. Chtěl bych se zeptat, zda docházíke kompletní
eluci všech lipidů? Mobilní fáze na konci gradientu stále obsahuje o,5 o/o vody, která může

bránit eluci extrémně nepolárních látek.

4/ Závislosti retenčních časů v homologických sériích látek jsou velmi užitečné, v naší

laboratořijsme je v minulosti např. použily např. pro vyloučenífalešně pozitivních identifikací
u nepolárních lipidů. Můj dotaz směřuje na potenciálnívyužitítohoto přístupu pro identifikaci
lipidů s methylovým větvením' Takové lipidy poskytují stejná MS spektra jako jejich nevětvené

analogy, retenčníčasy se však vzájemně mírně liší. Byla by toto cesta k identifikaci větvených

lipidů? Jaké je zastoupení lipidů s methylovým větvením ve studovaných vzorcích?

5/ Jakým způsobem byla vyhodnocována intenzita signálu při ,,shotgun" analýze v případě, že

lipid poskytoval více typů aduktových iontů, např. [M+H]* a [M+NH+]*?

6/ Nakonec prosím o obecné porovnání Lc/Ms a,,shotgun" přístupů pro analýzu lipidů'

Závěrem rád konstatuji, že lng. Magdaléna ovčačíková přispěla k rozvoji metodiky
analýzy lipidů a její disertační práci hodnotím jako zdařilou. Uchazečka je spoluautorkou
čtyřech původních vědeckých prací v impaktovaných časopisech, přičemž u dvou z nich je

uvedena jako první autorka. Aktivně prezentovala svoji práci na řadě národních a
mezinárodních konferencí. lng. Magdaléna ovčačíková tak dostatečně prokázala schopnost a

připravenost k samostatné vědecké činnosti, jejídisertační práce splňuje všechny náležitosti a
proto ji doporučuji přijmout k obhajobě.
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